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® Wasserlosliches, einen Aminozucker aufweisendes Antibiotikum in Form eines Pol ysaccharid-Konjugats 

® Die aminozuckerhaitigen Antibiotika Amphotericin B f 
Daunorubicin und Doxorubicin sind trotz gravierender 
Nebenwirkungen von groftem therapeutischen Nutzen. 
Das Antimykotikum Amphotericin B ist nephrotoxisch. 
Die Cytostatika Daunorubicin und Doxorubicin sind stark 
kardiotoxisch. Es sollten neue Arzneiformen dieser Anti- 
biotika gefunden werden, bei welchen diese Nebenwir- 
kungen reduziert sind und welche unkompliziert anwend- 
bar sind. Die Arzneiformen sollen in hoher Ausbeute ko- 
stengunstig herstellbar sein. 

Die neuen Arzneiformen sind Antibiotika-Starke-Konjuga- 
te, wobei das Antibiotikum mit dem Potysaccharid an des- 
sen reduzierendem Ende uber eine Peptidbindung ver- 
knupft ist. VerfahrensmaBig erfolgt diese Bindung uber 
J 2 -Oxidation des Starkederivats an seinem reduzierenden 
Ende in wassriger alkalischer Losung und a nsch lie Bender 
Kopplung des so oxidierten Starkederivats an das Anti- 
biotikum in organischer Losung. Die erhaltenen Konjuga- 
te sind weniger toxisch. Der Polysaccharid-Anteil ist 

Odurch Serum-a-Amylase abbaubar und die Peptidbin- 
dung einem enzymatischen Angriff zuganglich. 
qs Neue derivative rte Antibiotika in Form von Starke-Konju- 
5) gaten. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft wasserlosliche, oral oder parenteral applizierbare Zubereitungen von einen 
Aminozucker aufweisenden Antibiotika in Form eines Konjugats mit einem Polysaccharid auf Basis von Starke oder 
Markedenvaten, insbesondere Hydroxymethylstarke, HydroxyethyUtarke und Hydroxypropylstarke, sowie ein Vbrfah- 
ren zu deren kostengiinsliger HersteUung in hoher Ausbeute. Besonders bevorzugt als Polysaccharid ist Hydroxyethyl- 
starke. Ak Antibionka mit einem Aminozucker kommen insbesondere Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin 
rmS^r!* welche ales ^ ot eine Aminogruppe in C 3 -Position des Araionozuckeranteils aufweisen. 
[0002] Die ammozuckerhaltigen AnUbiotika Amphotericin B, Daunorubicin und Doxorubicin finden in der Therapie 
breite Anwendung und steUen oft das Mittel der Wahl dar, obwohl sie teils gravierende Nebenwirkungen zeigen. Ampho- 
tericin B wir uberwiegend parenteral appliziert, Daunorubicin und Doxorubicin miissen zwingend i. v. verabreicht wer- 

[0003] Amphotericin B ist ein aus Streptomyces nodosus isoliertes Polyen-Antibiotikum. Chemisch handelt es sich urn 
em makrocychsches Lacton (Makrolid) mit 7 konjugierten Doppelbindungen in all-trans-Konfiguration innerhalb eines 
J8-gliedngen Lactonnngs, an welchen Uber eine O-glykosidische Bindung der Aminozucker D-Mycosamin gebunden 
ist. Amphotericin B ist amphoter und besitzt lipophile und hydrophile Regionen im Molekiil, welche es befahigen, mit 
u"rf «£° P !f ™ amembran von K,zen enthaltenen Sterolen Komplexe zu bUden, was zu einer Stdrung der ZeUper- 
meabihtat fuhrt. Da Bakterienmembranen keine Sterole enthalten, ist die antibiotische Wirkung von Amphotericin Bse- 
lektiv gegen Pilze gerichtet. 

OH 

OH 

OH 
COOH 




Oy^O-7^CH 3 
Amphotericin B HO™**" 0 " 

35 [0004] Wegen des breiten Wirkungsspektrums von Amphotericin B, das praktisch aUe menschenpathogenen Pilze um- 
taBt ist es fur eine systemische Behandlung mykotischer Infektionen beim Menschen das Mittel der Wahl. Insbesondere 
be. Patienten deren Immunsystem beeintrachtigt ist, wie z. B. bei HIV- oder Krebs-Patienten, hat die Behandlung der da- 
mitemhergehenden invasiven Pilzinfektionen in den letzten Jahren stark zugenommen. 

[0005] Andererseits ist jedoch der Einsaz von Amphotericin B mit teils ziemlich massiven Nebenwirkungen verbun- 
Hrh* Be ' 8 ene ^.erten Mykosen und Organmykosen wird Amphotericin B i. v. appliziert, ubbcherweise mit einer tag- 
ichen Dosis yon 0,5 bis 0,7 mg/kg Korpergewicht. Da aber die Vertraglichkeit von Amphotericin B von Patient zu Pa- 
tten unterschiedhch ist, muB die Dosierung individueU eingestellt bzw. angepaBt werden. DarOber hinaus benotigen Pa- 
tienten mit geschwachtem Immunsystem meist hdhere Dosen als ublich, z. B. teglich 1 mg/kg Korpergewicht, die bei 
schwiengen Verlaufsformen - sofem vertraglich - bis zu 1,5 mg/kg gesteigert werden k6nnen Die pWnterale Anwen- 
rlS^f aUer V0 " eini 8 en Wochen bis zu mehreren Monaten hinziehen 

[OOOQ Im Laufe einer parenteralen Behandlung kommt es dann gewohnlich zu infusionstypischen Reaktionen, wie 
z. B Fieber, Erbrechen und SchUttelfrost, die gewShnlich symtomatisch behandelt werden, so daB eine Unterbrechune 
der tomsionsbehandlung mcht erforderlich ist. Weit schwerwiegender sind jedoch die oftmals auftretenden Leber- und 

so "tSS S^^T,,' S °, T l c ^l ZU . Beginn einerTh ^pie die glomeruli Fdtrationsrate stets urn 
so ettva 40% ab. Bei der Mehrzahl der Behandelten bleibt sie Uber die gesamte Therapiedauer binweg emiedrigu Entspre- 
chend steiger ■ Kreattmn im Serum und Hamstoff im Blut an. GelegenUich sind sogar uber die Therapiedauer hinaus ir- 
reversible Schadigungen zu beobachten. Nach zwei- bis dreiwSchiger Therapie tritt auch haufig Anamie auf, die zu Ha- 
matokttt-Werten von 25 bis 30% fiihren kann. Die Blutbildveranderungen sind jedoch in derRegel nach Beendigung der 
lnerapie wieder voll reversibel. 
55 [0007] Wegen seiner Toxizitat und Nebenwirkungen soilte Amphotericin B daher nur bei lebensbedrohlichen Umstan- 
den verabreicht werden. Andererseits steUt es jedoch bei den durch St6rungen des Immunsystems - z. B. bei AIDS oder 
rftS! Ul S antrans P lantationen - auftretenden Mykosen haufig das einzig wirksame Mittel dar. 

[0008] Trotz hydrophiler Domanen innerhalb des Molekuls weist Amphotericin als ganzes ausgepragte hydrophobe 
Eigenschaften auf, so daB es im physiologischen pH-Bereich in Wasser praktisch unloslich ist. Selbst in organischen Lo- 
sungsmitteln ist es nur schwer ldslich. Daher stellen die derzeitigen Handelspraparate relativ kompliziert aufgebaute 
Arzneiformen dar welche mit zusatzlichen Nachteilen behaftet sind. Mit einem geeigneten Losungsvermiuler, wie z. B 
Na-Desoxychok^laBt sich die Ldslichkeit in Wasser erhohen. So liegt z. B. das zur Infusion vorgesehene Originalorpra- 
parat von BRISTOL-MYERS SQUIBB (in Deutschland unter der Handelsbezeichnung "Amphotericin B" erhalllich) als 
iRXkensubstanz vor, welche in Wasser rekonstituiert werden muB und dann als mizellare Dispersion von Amphotericin 
, un ? Na - De SOTycholat in Wasser vorliegL Um eine applikationsfertige Infusionslosung zu erhalten, kann die so erhal- 
tene Stammldsung nur noch mit elektrolytfreien Tragerlosungen, wie z. B. einer 5% Glucoselosung, bis zur erwunschten 
Endkonzentration verdunnt werden. 

[0009] Dieses Praparat weist zudem einen nur geringen therapeutischen Index auf, d h. das Fenster zwischen effekti- 
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ver und toxischer Dosis ist sehr schmal. Dariiber hinaus ist, trotz des relativ breiten Wirkungsspektrums von Amphote- 
ricin B, dieses Praparat bei bestimmten Krankheitsbildem wenig effektiv, weil die Wirksubstanz den Ort der mvkoti- 
schen Infetoon mcht oder nur in zu kleinen Konzentrationen erreicht, so dafi Amphotericin B dort seine charakteristische 
antifimgale Wirkung mcbt oder nur unzureichend entfalten kann 

IS ,V m *f ^"f 5 d« Originatorpraparats zu tiberwinden, wurde eine Reihe von Amphotericin B-Praparaten 
ton^o. \ W i f*^*"*^^***^. z.B. Lipidkomplexe mit Amphotericin Z, koUoide DispeLnen 
zwar^n ^« 3 r l Am P h ° k ten T cm J und "P 0 *™" verpacktes Amphotericin B. AUe diese Arzneirormen weisen 
fm VerT f ^ ren Aa *P™ Uscl ? n Index und eine hohere Vertraglichkeit, insbesondere eine geringere Nephrotoxic 
Do^^l™M an ^ e ^ mntf,, ? en A?P"°tericin B-Desoxycholat-FormuUerung auf, weshalb sie auch in hoheren 
ganz ve^den W °° bei b ° hen 00560 di<! 0be " beschriebene ° Nebenwirtcungen nicht 

E„Jf ? ^T?° d ? LiP^nnuUerungen von Amphotericin B ist jedoch in den sehr hoben Her- 

SE£T" " *?? Verbu " denen Handelspreisen zu sehen. Dariiber hinaus miissen diese komplizierten AnL 
S^fa&KM"^ ^ naC " Wie VOr in —ndlicher Weise rekonstituiert werden. Nich^- 
eSiTI eii ' ^ rb / sserten therapeudschen Breite bei den Lipidformulierungen des Ampho- 

tericins fl eine breite Akzeptanz auf dem Markt ausgeblieben. 

d^SiJlt H?i t ™ Meth ° de ' Am P h ° teridn B in eine wasserlSsliche Form fur Injektionszwecke zu iiberfuhren, ist in 
der Literatur die Bildung ernes Amphotericin B-Arabinogalactan-Konjugats beschrieben (Antimicrobial Agente and 
Chemotherapy, Vol. 43 No. 8, 1999, 1975-1981). Arabinog 6 alactan ist ein fus Larchen gewonne neTw* se^E Pc^ 

gaiactan erfolgt ,n 4 Schntten. Zunachst wird Arabinogalactan einer Perjodat-Ox ydation unterzogen wobei vicinale Hv- 
droxylgnippen der Zuckeieinheiten unter Ringspaltung in Dialdehyde uberfuhrt werden. Nach ReTniguTg d« Sdons- 

C^esSmsTs^ff^ JEST ^amT'/ 6 des Mycosamins von Amphotericin B untr Z- 

NaKSni T^5r } A^Mgnippe g^oppelt und schlieBlich uber eine Reduktion mit Hilfe von 

uShS blun -° ru PP e ln e ' ne Anun-Gmppe sowie nicht umgesetzte Aldehydgnippen in Hydroxylgnippen 

EteL^SenT^ 0 " WM PH . V aus 8 efiih *- Dieser pH-Wert stellt einen KompromiB zwischen der Aus- 
JZ dES 8f ,ldeten Konjugats einerseits und der Tbxizitat des Konjugats anderorseits dar. Unterhalb von P H 10 ist Am- 
hS^T ^f 56 ™" 1 ? 51 ^ ""d«iie Ausbeuten sindgering. Ab pH 12 ist Amphotericin B relativ gut 3rloslich wL 

peuceticus var. caesius gewonnen, Daunomycin aus Streptomyces peuceticus oder coeruleorubidus P Y 
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Daunorubicin: R = H 
Doxorubicin: R = OH 



35 



40 



45 



50 



l^ft tTt bestandiger DNA-Interkalationskomplexe die DNA- und RNA-Synthese zu hemmen. Dariiber hinaus bilden 
nn„ rJ^T *7L "l" 13 ™ Melabolisierung mit Hilfe der Cytochrom-P-450-Reduktase unSSS)PH ScM- 
E£2^5S5^ Wdtere Radikalreaklio " en «*« (Supe-idanion- und HadroxylrX™ fi£ h 
dngeseS Sei cytostatische Wirkung, weshalb sie als Cytostatika bei der Kreistherapie 

KJ^^^'S? 0nder APPl^ation nur unzureichend resorbiert werden, mussen sie (streng) i v in 
Kurzinfusionen uber 10 bis 15 Mmuten verabreicht werden. Ihre \ferteilung im Oiganismus erfolgt schneU wood Jdil 
^ D ^ 0nZentra ,?° n f n iD HeK ' Lun * e ' MUz uod Nierc nachgewiesen warden 8 ' 

rnnl^i,.?? f 0 ^,^"? iluD & ™ Oiganismus in Verbindung mit der Bildung reaktiver Radikale durch Metabohsie- 

SS^eSe" 

J ^^V 0 a " C " . Daunorubicin sind ausgesprochen kardiotoxisch. Insbesondere die Kardiotoxitat 
vom Spattyp, welche eine dosisabhang.ge kumulative Organtoxizitat darstellt, ist in der Regel irreversibel und oftinals 
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lebensbedrohend. Bei Oberschreiten einer maximalen kumulativen Gesanitdosis, welche bei Erwachsenen bei 
550 mg/m Korperoberflache liegt, steigt die Inzidenz der anthracyclininduzierten Kardiomyopathie rasch an. Daher be- 
steht ab einer Gesamidosis von 550 mg/m 2 Korperoberflache eine etwa 5% Risiko fiir das Auftreten einer schweren 
Herzinsuffizienz. 1st diese kumulatitive Gesamtdosis erreicht, muB die Therapie unterbrocben werden. 
5 [0019] Die Druckschrifl DE 690 12 747 T2 offenbart ein wasserlosliches Konjugat eines Polymyxins und eines TYa- 
gers, wie beispielsweise ein Polysaccharid, wobei das Konjugat eine GroBe aufweist, die fur die \ferwendung im syste- 
mischen Kreislauf geeignet ist. Weiterhin wird die Verwendung dieses Konjugates zur prophylaktischen oder heilenden 
therapeutischen Anwendung als Endotoxin-neutralisierendes Mittel, insbesondere als andfugales Mittel und/oder als an- 
tibakterieUes Mittel. Hinweise auf die Lehre der vorliegenden Erfindung konnen dieser Druckschrift jedoch nicht em- 
it) nommen werden. 

[0020] Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, fur solche aminozuckerhaltigen Andbiodka 
Arzneiformen zur Verftigung zu steUen, in welchen die spezifischen toxischen Nebenwirkungen reduziert sind, welche 
eine gleichmaBigere, kontrollierte Verbreitung im Organismus gewahrleisten und damit eine hohere Dosierung zulassen 
und welche dennoch einfach anzuwenden sind. Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein kostengunsdges 

1 5 Verfahren zur Herstellung dieser Arzneiformen mit hoher Ausbeute zur Verfugung zu steUen. 

[0021] Uberrschenderweise wurde gefunden, daB sich diese Aufgaben mit einem Konjugat von Starke oder Starkede- 
nvaten mit solchen Antibiotika losen laBt. Als Starke oder Starkederivate kommen Amylose (unverzweigt nur mit a- 1 4- 
glykosidischer Verknupfung) und/oder Amylopekdn (verzweigt, zusatzlich mit a-l,6-glykosidischer Verknupfung) so- 
wie insbesondere hydroxyalkylierte Starke in Betracht. Bei Verwendung von Amylose oder Amylopekdn wird im Han- 

20 del erhaltliche sog. "losliche" Starke eingesetzt. 

[0022] Bei dem erfindungsgemaB bevorzugten Einsatz der hydroxyalkylierten Starken Hydroxymethylstarke Hy- 
ojoxyethylstarte und Hydroxypropylstarke kann das mitdere Molekulargewicbt (Gew.-Mittel M w ) im Bereich zwischen 
2000 und 2 • 10° Dalton liegen. Der mitdere Poymerisadonsgrad soli jedoch mindestens 15 betragen und in einer bevor- 
zugten Ausfuhrungsform bis ca 3000reichen (entsprechend einem mitUeren Molekulargewicbt von ca. 5 ■ 10*) Insbe- 

25 sonders bevorzugt ist der Einsatz von Hydroxyethylstarke. 

[0023] Die im Folgenden gemachten Ausfuhrungen mit Hydroxyethylstarke als besonders bevorzugter Ausfuhrungs- 
form gelten in anloger Weise auch fur Hydroxymethylstarke und Hydroxypropylstarke. 

[0024] Bevorzugt soil in einem erfindungsgemaBen Antibiodkum-HES-Konjugat das Molekulargewicht der HES uber 
der NierenschweUe fur HES liegen, d. h. uber 70000 Dalton. Besonders bevorzugt ist eine HES der Spezifikation 1 30/mit 
einem mitUeren Molekulargewicht von 130000 Dalton. Der Subsdtutionsgrad MS liegt vorzugsweise im Bereich von 0 1 
bis 0,8. In bevorzugter Ausfuhrungsform liegt der Subsdtutionsgrad im Bereich von 0,3 bis 0,5. Das bevorzugte C 2 /CV 
Wrhaltnis liegt im Bereich von 2 bis 12, in besonders bevorzugter Ausruhrungsform im Bereich von 5 bis 11 . Dabei kann 
HES sowohl unverzweigt nur mit uberwiegend a- 1 ,4-glykosidischen Verknupfungen vorliegen als auch verzweigt mit 
sowohl a-l,4-glykosidischen Verknupfungen als auch <x-l,6-glykosidischen Verknupfungen. 

[0025] In einem erfindungsgemaBen Konjugat erfolgt verfahrensmaBig die Bindung des Polysaccharids an die Amino- 
gruppe des Armnozuckers des Antibiodkums, indem die freie, reduzierende Aldehydgruppe des endstandigen Polysac- 
chand-MoIekuls, vorzugsweise mit J 2 , zu einer Aldonsauregruppe oxydiert wird, welche ihrerseits mit einer freien Hy- 
droxylgruppe der endstandigen Zuckereinheit, vorzugsweise am C,-Atom der endstandigen Zuckereinheit, einen Lac- 
tonnng ausbddet, der dann weiter mit der Aminogruppe des Aminozuckers des Anubiotikums eine Peptidbindung ein- 
gehen kann. Im Gegensatz zur Bildung einer Schiffschen Base aus den von einer Perjodat-Oxidation stammenden Aide- 
hydresten des Arabmogalactans mit der Aminogruppe des Aminozuckers laBt sich die erfindungsgemaBe Kopplungsre- 
aktion des OxydaUonsprodukts am reduzierenden Ende von HES mit der Aminogruppe des Aminozuckers (z B Myco- 
samin im Falle von Amphotericin B) mit groBer Ausbeute in einem organischen Losungsmittel, z. B. DMSO, ausfuhren 
in welchem z. B. das Andbiodkum Amphotericin B loslich ist. 

H H H 

R-C c£ R-C ^— *-k~> C ~° 

i H Kfi in ^ H ° . HjM— Myc— R' 

(Si^ederi^ z.B. HES) \ (A«phot«idn B) 

H 0 

55 ^ ! II 

R-C C 

I N N— Myc— R* 
OH k 

(Ampho-HES) 

[W>26] Diese Kopplungsreaktion envies sich als auBerordentlich selekdv und fuhrte mit hoher Ausbeute zu einem An- 
Ubioblaim-Starke-Konjugat, welches, anders als bei einer Perjodatoxidadon, ein Molverhaltnis zwischen Antibiodkum 
und Polysacchand von 1 : 1 ergibt. 

[0027] Das erhaltene Konjugat envies sich uberraschenderweise auch als nicht toxisch, so daB sie auch oral applizier- 
bar sind. Die Kopplung des Polysaccharid-Tragers, insbesondere von HES, an das Andbiotikum bewirkte auch im Falle 
des an sich wasserunloslichen Amphotericin B, daB das Konjugat insgesamt iiber eine ausreichende \feserloslichkeit 
verfugL Dies hat zur Folge, daB die Losung des Konjugats bzw. die Verdiinnung auf die gewiinschte applizierbare End- 
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konzentralion auch mit elektrolythaltigen Losungsmitteln bzw. Gemischen (z. B. einer Mischung aus isotonischer Koch- 
salzlosung und Glucoselosung) erfolgen kann. Da auBerdem das erhaltene Konjugat nicht mehr toxisch ist, lassen sich 
damit hohere Dosen, z. B. fur das Amphotericin B-Konjugat Tagesdosen bis zu 15 mg Amphotericin B-Anteil, applizie- 
ren. 

[0028] Weil Hydroxyethylstarke ohnedies in groBen Dosen intravenos als Plasmaexpander appliziert werden kann, 5 
sind bei der Kopplung von HES und Amphotericin B nicht umgesetzte Anteile von HES physiologisch unbedenklich und 
brauchen daher nicht eigens vom Reakuonsproduki abgetrennt zu werden, was bei der Synthese yon groBem okonomi- 
schem Vorteil ist. Im Falle des Amphotericin B ist auch keine abschlieBende Hydrierung erforderlich, urn das gebildete 
Konjugat weniger toxisch zu machen. Daruber hinaus wurde uberraschenderwiese gefunden, da6 ungebundene Hy- 
droxyethylstarke an sich auf Amphotericin B sogar eine solubilisierende Wirkung ausiibt, wodurch sich mit uberschus- to 
siger HES eine zusatzliche Stabilisierung des antimykotischen Wirkstoffs erzielen laBt. 

[0029] Ein weiterer Vorteil eines erfindungsgemaBen Antibiotikum-HES-Konjugats besteht darin, daB der Polysccha- 
rid-Anteil durch Serum-a-Amylase abbaubar ist. Dieser Abbau ist in der einschlagigen Literatur zur Pharmokokinetik 
der als Plasmaexpander eingesetzten HES ausfuhrlich beschrieben. Daruber hinaus ist auch die Peptidbindung zwischen 
dem Polysaccharid-Anteil und dem Antibiotikum in vivo einem enzymatischen Angriflf prinzipiell zuganglich. 15 
[0030] Wie sich aus Untersuchungen an dem als Leit-Mikroorganismus aus dem Spektrum der moglichen Pilzinfekti- 
onskeime bekannten Candida albicans zeigte, wiesen die erfindungsgemaBen Konjugate von Amphotericin B den Lipid- 
formulierungen vergleichbare Wirksamkeiten auf. Im Hamolysetest an Schafserythrocyten konnte demonstriert werden, 
daB die in-vitro-Toxizitat eines Amphotericin B-HES-Konjugats wesentlich geringer ist als bei handelsublichen Ampho- 
tericin B-Desoxycholat-Formulierungen. 20 
[0031] Ein maBgeblicher Vorteil eines erfindungsgemaBen Antibioukum-HES-Konjugats ist darin zu sehen, daB sich 
durch geeignete Auswahl von Molekulargewicht, Substitutionsgrad, Substitutionsmuster und Verzweigungsgrad der ein- 
gesetzten HES die pharmakokinetischen Eigenschaften des erhaltenen Konjugats praktisch maBgeschneidert auf die Be- 
durfhisse eines jeweiligen Patienten einstellen lassen, 

[0032] In den folgenden Beispielen wird das Herstellungsverfahren und die hamoiytische Wirkung der bevorzugten 25 
Antibiotikum-HES-Konjugate naher erlautert. 



Beispiel 1 

Oxydation von HES 130 kD 30 

[0033] 10 g HES (1 30 kD) werden in ein ReaktionsgefaB gegeben und in einem moglichst geringen \folumen Wasser in 
Losung gebracht. Zu dieser Losung werden unter Ruhren (Magnetruhrer) 2 ml einer 0, 1 N Jod-Losung ca. 3 ml einer 0, 1 
N NaOH-Losung gegeben. Die Mischung wird solange geruhrt, bis die Faroe, die J 2 anzeigt, verschwunden ist. Die Zug- 
abe von Jod-Losung und/oder NaOH-Losung wird mehrmals wiederholt bis insgesamt 10 ml 0,1 N Jod-Losung und 35 
20 ml 0,1 N NaOH-Losung zugegeben worden sind. Die erhaltenen Losung wird sodann uber eine Na + -Ionenaustau- 
schersaule (Amberlite IR 120) gegeben und anschlieBend in einem Diaiyseschlauch mit einer AusschluBgrenze von 
4-^ kD uber einen Zeitraum von 20 h gegen destilliertes Wasser dialysiert. Das dialysierte Podukt wird lyophilisiert und 
der Oxidationsgrad mit Hilfe der Methode von SOMOGYI ermittelt. 

40 

Ermittlung des Oxidationsgrades 

[0034] Zur Bestimmung des gebildeten oxydierten HES (ox-HES) wurde das Verf ahren von SOMOGYI herangezogen 
(Meth. Carbohydrate Chem., 1, 384-386, 1962). Das Verfahren beruht auf der Ermittlung der freien Aldehyd-Gruppen 
uber die Redukuon von Cu 2+ zu Cu + . Cu + wird mit Hilfe von aus Iodid und Iodat gebildetem Iod wieder zu Cu 2+ oxidiert. 45 
Uberschussiges Iod wird sodann mittels Thiosulfat titriert. 



Beispiel 2 

Synthese eines Amphotericin B-HES-Konjugats 50 

[0035] In einem ReaktionseefaB werden 650 mg (1,5 • 10" 5 Mol) getrocknetes ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca. 
100%) und 2,8 mg (3,0 • 10" 6 Mol) Amphotericin B unter Ruhren (Magnetruhrer) in ca. 4 ml wasserfreiem DMSO bei 
Raumtemperatur unter N 2 -Atmosphare gelost. Unter LichtausschluB wird die Mischung 24 h lang bei 70°C reagieren ge- 
lassen. Die Aufarbeitung des Reaktionsprodukts erfolgt unter UchtausschluB nach Zugabe von 10 Vol. H 2 0 mittels Dia- 55 
lyse gegen H 2 0 uber einen Zeitraum von 48 h bei 4°C unter 4-maligem Wechseln des Wassers. Das anschlieBend lyophi- 
lisierte Produkt ergab ein schwach gelbliches Pulver. 

[0036] Das Kopplungsverfahren wurde mit 3 weiteren Ansatzen wiederholt, wobei sich eine reproduzierbare Ausbeute 
fur die Kopplungsreakuon von ca. 70% ergab. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 
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Tfebelle 1 





oxHES 


Ampho B 


wasserfreies 
DMSO 


Reaktionszeit 

und 
-temperatur 


Reaktions- 
bedingungen 


Ausbeute an 
Ampho-HES 
nach Dialyse 


Ansatz 1 


650 mg 
(1,5-10-5 Mol) 


2,8 mg 
(3,0*10-6 Mol) 


~ 4 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


460 mg 


Ansatz 2 


10,0 g 
(2,4*10-4 Mol) 


44,0 mg 
(4,7 • 10-5 Mol) 


* 40 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


7,0 g 


Ansatz 3 


12,0 g 
(2,8*10-4 Moi) 


52,0 mg 
(5,6*10-5 Mol) 


* 30 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


8,4 g 


Ansatz 4 


7>2g 
(1,7* 10- 4 Mol) 


31,2 mg 
(3,4- 10-5 Mol) 


* 20 ml 


24 h 
70°C 


im Dunkeln 
unter N2 


5,1 g 
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ST 1 ^*L eA ^ tene \ Am ? h u° teri TJ B ;^ S - KonjUgate WUrden Uber ihr UV-Spektrum charakterisiert (ftSgBml 
Sfd™ B T m V0 " 3 ? M00 Dm die fit ^ lymsre bzw - "^"^ W^hselwirkungen von Amphoteric™ 

Gewichlsgemitteltes Molekulargewicht M w : 102.700 
Zahlenmittel des Molekulaigewichts: 36.050 
Spitzenfraktion (10%): 24.050 
Bodenfraktion (90%): 13.800. 

[0039] Diese Kenndaten entsprachen im wesentlichen den Kenndaten der verwendeten HES. 

Beispiel 3 

Hamolyse-Vergleichstest des Amphotericin B-HES-Konjugats 

vHS a™ Tf 1 ? SUn i/ Ur erfindungsgemaBes Praparat: 1 1,61 g Ampho-HES (entsprechend einem Gewichlsanteil von 
£ wSSTS " 10 5 n ^ « % G T Se ^ SUDe 9233A4 der Fa. Braun mKSSS 

SmKhel. ^ H° he ^ SteUten S««mml*un« betrug 1 mg Amphotericin B pro ml. Von dieser StLmlosung 

r^ n8 ^d^ 

^^£2^£zr~ 0514A63 der Fa - Braun Mekungen) -* - in 5 ~-"« 

K 1 «S^l^^ 3 ^ l T i0n: ^' Ch entnommenes >™ es Blut wurde etwa mit dem 5-fachen \b- 
so SSSnSE^ (Chargenbez i *? 5A64 der Fa - Brau " Melsungen) verdiinnt und 5 Minuten lang bei 
50 emer relativen Zentnfugalbeschleumgung von 2000 zentrimgiert. Danach wurde die iiberstehende Losung abeesauet 
r^ 6 s ^ menUerten Erythrocyten noch zweimal auf die gleiche Weise behandeh 8 8 8 

-^sterile7o°9%TnT B ^ iu f^ B ^ m in ein ? Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und - sofern erforderlich 
sZ^^SSS^L^ e,D t e Endkonz t ntration von ca - 5 • 10 s Erythrocyten pro ml nachverdunnL Diese 
r!E2£i «- , DIN " Morm Raumtemperatur bis zu max. 6 Stunden verwendbat 

SnvLST — Vergldchstes !i Je ^ der zu Priifenden Losungen wurden mit 1 ml der obigen Erythrocytensuspen- 
iZwTT ^- T 8 f rem, | te i ZentrifugenrShrehen Uberfuhrt und 20 Minuten lang in emem \ Wbad7ei 37 ±T°C 
mkuhert v Anschl,efend wurde 5 Minuten bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 2000 zentritugien 
2o»lEnT Ubenitehe ^ en ^ keit 7>* die Als Negativkontrollen dienten' eteils 5 ml 
?0lS™ten l2^i ?f »r ' 5 ^ acos f'^, welche mit 1 ml der Erythroeytensuspension vermischt, ebenfalls 
™ ulen lan 8 bei 37 ± 1 C mkubiert und dann wie oben zentrifugiert wurden 

[0048] Die Ergebmsse der diversen Testansatze sind in Tabelle 2 zusammengefafit. 
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Tabelle 2 



Priiflosung 


IVUILcCIluallUIl 

Amphotericin B 
der Losung 
mg/ml 


Konzentration 
Amphotericin B 
im Testansatz 
mg/ml 


Extinktion 
576 run 


Extinktion 
j 76 nm ohne 
Erythrocyten 


0,9% NaCl 






U.U1D 


0,000 


5% Glucose 


- 


- 


0,016 


0,000 


rianaeispraparat 


0,12 


0,1 


2,27 r» 


0,008 


Ampho HES 


0,12 


0,1 


0,027 


0,033 


Ampho HES 


0,24 


0,2 


0,061 


0,076 


Ampho HES 


0,48 


0,4 


0,274*> 


0,151 


Ampho HES 

(StammlSsung) 


1,00 


0,83 


2,452*' "» 


0,288 
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/ i^osungen im uoerstand rot getarbt 

**) Wegen erhdhter Viskositat nach Zentrifugieren noch intakte Erythrocyten im Oberstand 
mikroskopisch nachweisbar 

d liw^v ersichtlich > Mi gt die getestete, im Handel erhaltliche Amphotericin B-Desoxycholat-Formu- 
Lh 8 ^ mg/ml im Testansatz unterden obigen Testbhedingungen" stark hSy- 

[0050] £8£^ 



r<MKft1 Tm Vp i • lT v ul V /D nm eine ^ xtin ^on von 2,271 und war stark rot gefarbt. 
r^Wk^Lh^l fT'T r ,oder ° berStand Stark rot 8 efarbl war - Daneben nXnrich im tfberstod auch 



Beispiel 4 

Synthese eines Daunorubicin-HES-Konjugats 

Swlnd^tXfs^Mnr^ v 0m8 (U J ,0 " 5 M0l) 8 etrock "^s ox-HES (130 kD, Oxidationsgrad ca. 

in BdsSd 2 LX^u^T^' ^J 156 "™ Verfahre "^nge„ wie in Beispiel 2 reagieren gelas- 
sen una wie in Beispiel 2 weiterbehandelt. Auch hier wurde eine reproduzierbare Ausbeute von ca 72% erhalten. 

Beispiel 5 

Synthese eines Doxorubicin-HES-Konjugats 
i«S u„d otZ SSfW"! ™*» «» -I (U • 10* Moll g,„od™«, „-HES (130 tD. Oxiduion.grcd cl 

Patentanspriiche 

g^rS^t^f^^ aUfWeiSendeS An ^ k -^vat in Form eines Polysacchand-Konju- 
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(i) 



o 

R4 I 

' ? 

o 

D ^ I H /NH 

B ~ O — C— C— c— cC 

I H | 
HO-CH 0-R3 

I 

H 2 C-0-R2 

in welcher bedeuten: 

B ein in a-l,4-Verkniipfiing verbundenes Polysaccharid, ausgewahlt aus der Gruppe Hydroxymethylslarke Hy- 

droxyethylstarke, Hydroxypropylstarke .ldshcbe Amylose und losliches Amylopektin, 

R , R , R unabhangig voneinander H oder (CH^-OH, mil n = 1 bis 3 mil den Bedingungen daB 

B Amylose oder Amylopektin ist, wenn R 2 = R 3 = R 4 = H 

B Hydroxy methylstarke ist, wenn n = 1, 

B Hydroxyethylstarke ist, wenn n = 2, und 

B Hydroxypropylstarke ist, wenn n = 3 ist; 




H 3 CO O OH H 
mitR l = H oder OH oder 




und 
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OH 




und wenn 



ist, dann ist 



9 OH 




H 3 co 



mitR^HoderOH 

^ ^j >0lySaCch ^ da °? i . 1 des K °nj«Sats mil der Aminogmppe an C 3 des Aminozuckers des Antibiotikums un- 
ter Ausbildung emer Peptidbindung verkniipfi ist. 

L^ tibi ?^ 1 , m " De 2 Vat J DaCh , J V ,SprUch h dadurch S eke ™ze*hnet, daB das Molverhaltnis zwischen dem Antibio- 
UKum- una rolysacchandanteil 1 : 1 ist. 

L^hiS'Keht! DaCh A " SPnlCh 1 2 ' dadUfCh S ekennzeichnet - daB der Polysaccharidanteil aus Hy- 

ti e f S°H k r" D ^ V f l ^ d6 S Ans P riichen 1 bis 3 - dadure " gekennzeichnet, daB das miulere Molekulanre- 
wicht der Hydroxyethylstarke im Bereich zwischen 2000 und 2 • 10 6 Dalton liegt 

mi^P^ 1 " 11 " 06 ^ 21 na °!l de " Ans P rtichen 3 bis 4 > dadurc " gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke einen 
nutderenPolymensaUonsgrad von mindestens 15 aufweist. uu«cincn 
6. Antibiotikum-Derivat nach den Anspriichen 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das raittlere Molekularee- 
wcht der Hydroxyethylstarke > 70000 Dalton ist. iwoteicwaige 
Z Antibiotikum-Derivat nacb den Anspriichen 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke ein 
mittleres Molekulargewcht von 130.000 Dalton und einen Substitutionsgrad MS im Bereich von 0,1 bis 0,8 auf- 

8. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke einen Substituti- 
onsgrad MS im Bereich von 0,3 bis 0,5 aufweist. ' auosututi 

9. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke 
em C 2 /C6-Substitutionsverhaltnisim Bereich von 2 bis 12 aufweist. 

10. Antibiotikum-Derivat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethylstarke ein CVCs-Sub- 
stitutionsverhaltnisim Bereich von 5 bis 11 aufweist. 7 ^ a 
1L Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 3 bis 10, dadureh gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
starke unverzweigt in a- 1, 4-glykosidischer Verknupfung vorliegt -7 oxyeuiyi 

!,L^ bi0tikU , m ^ eri> ; a !i D f h jed ? m der Ans P riiche 3 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
tarke verzwe.gt mrt a-l,4-glykosidischer Verkniipfung und a-l,6-glykosidischer VerknOpfimg vorliegt 
pLericmB^ 1 " ■ Deriva,nach j edemder Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Am- 

14. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Dau- 
noruDicin ist. 

15. Antibiotikum-Derivat nach jedem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Antibiotikum Do- 
xorubicm ist. 

It^u^ Zm H ^ te Uung e jnes Antibiotikum-Polysaccharid-Konjugats nach jedem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, das Polysaccharid an seinem reduzierenden Ende in wassriger alkalischer Losung unter 

^S^T^^^ £i? eit ^ Und daS erf,allene Ptodukt 2U *— > mit dem einen Aminozucker 
aurweisenden Antibiotikum zur Bildung ernes Anubioukum-Polysaccharid-Konjugats in einem omanischen L6- 
sungsmittel reagieren gelassen wird. 

^^ 2 7rfS AnSPmCh 1 6t dadUrCh S ekennzeichnet > ^ Oxidation des Polysaccharide am reduzierenden 
18. Verfahren nach den Anspriichen 16 und 17, dadurch gekennzeichneu daB die Kopplung des oxidierten Polysac- 
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charids an das Antibiotikum in einem organischen Losungsmittel erfolgt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als oiganisches Losungsmittel Dimethvlsulfoxid 
etngesetzt wird. 

Uonen efWeDdUn8 ^ Antibiotikum - Derivats 8 ema B Anspiuch 13 zur systemischen Behandlung mykotischer Infek- 
21. Verwendung des Andbiotiknin-Derivats gemaB Anspruch 14 und/oder 15 zum Einsatz in der Krebstherapie. 
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